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SUMMARY
l h e  e s t e n a s e - 1 + / e s t e r a s e - 5  s y s L e m  i n  D r o s o p t r r J a  m o j a v e n s i s  i s  a  g o o d
mode l  fo r  sLudy- ing  especra l l y  t .he  f i rs t  s tages  o f  evo lu t ionary
d i r , e r n e n e e  n f  a  n r n t e i n  I  i r s t l v .  l h c  r r a r i a L i o n  o f  t h e s e  e s t e r a s e s  j s
l a r n e -  S e c n n d l v -  c s l e r a s e - 4  a n d  e s L e f a s e - 5  a r e  t h e  n r n r J r r e f s  o f  a
d u p l i c a t e d  g e n e .  F i n a l l y ,  v a r i a n t s  o f  e s t e r a s e - l r  w i t h  a  d i f f e r e n t
s u b s t r a t e  p r e f e r e n c e  w e r e  d e t e c t e d .
The re fo re ,  t hese  es te rases  ! ! e re  made  t he  bas i s  o l  t he  s tudy
d e s c r i b e d  i n  t h i s  t h e s i s .  I h e  u l t i m a t e  g o a l  o f  t h e  i n v e s t i g a t i o n  i s
t h e  c o m p a r i s o n  o F  t h e  p r r m a r y  s t r u c t u r e s  o f  t h e  e s t e r a s e s  a n d  t h e i r
va r i an t s  - i n  o rde r  t o  ob ta i n  i n f o rma t i on  abou t  cause  and  mechan i sm o f
v a r i a t i o n .
C h a p t e r  I  j s  a  r e v i e w  o f  e s t e r a s e s  F r o m  D r o s o p h l l a ,  e s p e c i a l l y
D r o s o o h i  l a  m o i a v e n s i s  a n d  o f  e s t e l a s e s  a n d  L h e i  r  c l a s s i f i c a t  i o n
p r o b l e m s  i n  g e n e r a l .  P u r . i l i c a t i o n  a n d  c h a r a c t . e r i z a t i o n  o f  e s t e r a s e - 4
i s  d e s c r i b e d  i n  c h a p l e r  2 .  S i n c e  o n l y  v e r y  s m a l l  a m o u n t s  o f  p r o t e . i n
may  be  ob ta i ned  w i t h  t he  me thod  used ,  a  new ,  mo re  rap id  i so l a t i on
p rocedu re  by  immunoa f f i n i t y  ch romaLog raphy  was  deve loped  f o r  bo th
e s t e r a s e - 4  a n d  e s t e r a s e - 1  ( c h a p t e r  1 ) .  C o m p a r i s o n  o f  t h e  N - t e r m i n a f
am ino  ac - i d  sequences  showed  t ha t  t he  es te rases  have  a  common  o r i g i n ,
s i n e e  I h e v  a r n  g 7  9 A  t d e n l  i n a l  H n , r c \ / c r .  I h e  a m O U n t s  i S o l a t e d  s t i l l
{ , ! e r e  t o o  s m a l l  t o  d e t e r m i n e  t h e  c o m p l e t e  p r i m a r y  s t r u c t u r e s  b y
c l a s s i c a - l  p r o t e i n  s e q u e n c i n g  t e c h n i q u e s .  I n  c h a p t e r  4 ,  t h e
d e t e r m i n a t j o n  o f  t h e  k  i n e l  r c  p a r a m e L e r s  o f  t w o  a i  i o z y m e s  o f  e s t e r a s e - 4
i c  r l o c n n i h o c l  l . n n o  d j  f f e r e n c e s  j n  c a l a l v t i e  e F f i e i e n n v  a n d  s u b s t r a r . e
p r e f e r e n c e  w e r e  f o u n d ,  w h i c h  a r e  r a c e  l ^ o r  v a c i a n t s  o f  a n  e n z y m e .
l m m u n o l  o g  i c a l J y  c r o s s - r e a c L i n g  e s l  e f a s e s  f r o m  c l o s e l y  r e l a t e d  s p e c l  e s
r , ^ re re  de r . ec ted  by  doub le - immunod i f f us i on  and  immunoa f f i n r t y
c h r o m a t o g r a p h y  w i L h  a n t i s e r a  r a i s e d  a g a i n s t  e s t e r a s e - 4  a r ' d  e s t e r a s e - 5
( e h a n l  p r  5 )  -  S r r h s f n e l  e  n r e l - e r e n e c  I n r  l -  e n d  ? - n a n h f h v l  e s t e l g  t u r n e d' * ' '  H ' ,
o u t  t o  b e  a  p o o r  c r j t e r i o n  f o r  t h e  r e l a t l o n s h i p  b e l w e e n  e s t e r a s e s  f r o m
d i I f e r e n t  s p e c i e s ,  I  r n a . l l y .  a  s l a r L  o f  a t t e m p L s  t o  o b t a i n  t h e  p r i m a r y
s t r u c t u r e s  o f  t h e  e s t e r a s e s  v i a  t h e i r  c D N A s  i s  d e s c r i b e d  i n  c h a o t e r  5 .
A n  o l i g o n u c l e o l i d e  p r o b e  w a s  s y n t h e s i z e d  o n  t h e  b a s i s  o f  t h e  a v a i l a b l e
N - t e r m i n a l  s e q u e n c e .  I h j s  p r o b e  w a s  u s e d  f o r  h y b r i d i z a l j o n  w i l h  m R \ A s
p r e s e n t  i n  I  h e  e n r  i c h e d  p o l y a d e n y i a t e d  R N A - f r a c t  i o n  f r o m  D r o s o p h i l a
L o j a v e n s i s  . l a r v a e .  I  r o m  t h e  e n r i c h e d  p o l y a d e n y l a t e d  ] a r v a l  R N A ,  c D N A
w a s  s y n t h e s i z e d .
7 1
The resu f ts  descr ibed in  th is  thes is  show tha t  es te rases-4  and -5
f rom Drosoph i fa  ry j rygnsrs  a re  indeed a  per fec t  sys tem fo r  the  s t .udy
of  mo lecu- Ia r  evo fu t ion  and g ive  the  expec ta t ron  tha t  the  pr i r r ra ry
s t ruc tu res  may be  de termined v ia  cDNA sequenc ing .
